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Povzetek 
 
Antifosfolipidni sindrom je sistemska avtoimunska bolezen posredovana z antifosfolipidnimi 
protitelesi, za katero so značilne venske in arterijske tromboze različnih segmentov obtočil ter 
zapleti v nosečnosti. V heterogeno skupino antifosfolipidnih protiteles sodijo protitelesa 
usmerjena proti različnim plazemskim proteinom, ki se v serumu bolnikov določajo s 
specifičnimi imunskimi testi ali testi koagulacije. V diplomski nalogi smo se osredotočili na 
protitelesa proti protrombinu z namenom določitve njihovega vezavnega mesta na protrombinu. 
Z metodo bakteriofagnega prikaza smo iz knjižice dodekapeptidov, izraženih na bakteriofagih, 
izvedli selekcijo bakteriofagov, ki so izkazovali vezavo na izolirana protitelesa proti 
protrombinu. Izolirane bakteriofage smo ovrednotili s testom ELISA, izbranim fagom smo 
izolirali DNA ter jim določili aminokislinsko zaporedje peptidov, predstavljenih na površini 
teh klonov. Dobljena aminokislinska zaporedja dodekapeptidov smo nato prilegali na terciarno 
strukturo protrombina. Določili smo štiri različne motive peptidov, dva motiva peptidov, ki smo 
jih pridobili v selekciji na poliklonskih protitelesih (eden od teh se je pojavil v predhodnih 
študijah) in dva motiva peptidov, ki smo jih pridobili v selekciji  na monoklonskih protitelesih. 
S prileganjem peptidov na kristalne strukture protrombina smo predvideli epitopska mesta. 
Prišli smo do zaključka, da konformacija protrombina pomembno vpliva na katero domeno se 
bodo vezala protitelesa. Pri zviti konformaciji protrombina (4O03) smo z algoritmom 
predvideli epitope na domeni serinske proteaze in domeni »kringle«-2, medtem ko je algoritem 
enake peptide na nezvito obliko protrombina (6BJR in 4NZQ) prilegal na različne domene. 
Ključne besede: Protitelesa proti protrombinu, metoda bakteriofagnega prikaza, kartiranje 
epitopov, protrombin 
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Abstract 
 
Antiphospholipid syndrome is a systemic autoimmune disease mediated by antiphospholipid 
antibodies and characterized by venous and/or arterial thrombosis. The heterogeneous group of 
antiphospholipid antibodies comprises antibodies directed against various plasma proteins 
which can be determined in the serum either by specific immune tests or by coagulation tests. 
In our diploma thesis we focused on antiprothrombin antibodies, which are one of the subgroup 
of antiphospholipid antibodies and aimed to determine their binding site on prothrombin. 
For epitope determination we have used phage display libraries containing different 
dodecapeptides. Specifically bound bacteriophages expressing peptides that interacted with 
antiprothrombin antibodies were afterwards isolated in serial selections. Using the ELISA test 
we determined peptides with highest avidity for antiprothrombin antibodies, then isolated their 
DNA and determined the amino acid sequence. Next, we tried to localize the revealed epitopes 
with the alignment to prothrombin tertiary structure. We determined four different peptide 
motives, with one observed in previous studies and came to the conclusion that prothrombin 
conformation has a big impact on alignment of antibodies. Using PepSurf algorithm we 
preformed the alignment to both closed (4O03) and open conformations of prothrombin (6BJR 
and 4NZQ). The first alignment to closed conformation revealed epitopes for antiphospholipid 
antibodies on proteolytic domain and »kringle«-2 domain of prothrombin, however when we 
performed the alignment of the same peptides on open conformation of prothrombin (6BJR and 
4NZQ), the epitopes where on different domains. 
Key words: antiprothrombin antibodies, phage display, epitope mapping, prothrombin 
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1. UVOD 
 
1.1.  Antifosfolipidni sindrom 
 
Antifosfolipidni sindrom (APS) je z antifosfolipidnimi protitelesi (aPL) posredovana 
trombofilija, ki je bila prvič opisana leta 1983. Za to sistemsko avtoimunsko bolezen so tipične 
tromboze različnih segmentov obtočil, kot sta venska in arterijska tromboza, zapleti med 
nosečnostjo ter prisotnost antifosfolipidnih protiteles. APS se pri skoraj polovici bolnikov 
pojavi kot samostojna bolezen (primarni antifosfolipidni sindrom), pri ostalih pa je pridružena 
še druga sistemsko vezivnotkivna bolezen. Pogoje za postavitev diagnoze APS določajo 
mednarodno sprejeta klasifikacijska merila in poveljujejo prisotnost najmanj enega 
laboratorijskega in enega kliničnega merila (Tabela 1). Poleg vseh v kriterijih določenih 
laboratorijskih in kliničnih znakov pa se pri bolezni APS lahko pojavijo tudi tisti, ki niso všteti 
v klasifikacijska merila, so pa kljub temu, čeprav v manjši meri, povezani z APS. Med te 
spadajo livedo retikularis, tromobocitopenija, prizadetost srčnih zaklopk in centralnega 
živčnega sistema ter prisotnost ne-kriterijskih aPL. Tarča slednjih so protein C, aneksin V, 
protein S, fosfatidilserin in fosfatidiletanolamin [1]. 
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Tabela 1: Klasifikacijska merila za diagnozo antifosfolipidnega sindroma. Diagnozo lahko 
postavimo v primeru da bolnik izpolnjuje vsaj enega izmed laboratorijskih in enega izmed 
kliničnih meril. Povzeto po [2]. 
Laboratorijska merila 
Lupusni antikoagulanti Prisotni so v plazmi krvi najmanj dvakrat v 
presledku 12 tednov 
Antikardiolipinska protitelesa IgG ali IgM prisotni v plazmi ali serumu krvi, 
v srednjem ali visokem titru, najmanj dvakrat 
v presledku 12 tednov 
Protitelesa proti beta 2 glikoproteinu I IgG ali IgM prisotni v plazmi ali serumu krvi 
najmanj dvakrat v presledku vsaj 12 tednov 
Klinična merila  
Tromboze Najmanj ena dokumentirana tromboza 
arterij, ven ali malih žil.  
Zapleti v nosečnosti Najmanj ena nepojasnjena smrt morfološko 
zdravega ploda med 10. in 34. tednom 
nosečnosti.  
Prezgodnji porod zaradi  eklampsije 
/preeklampsije ali placentne insuficience 
pred 34. tednom nosečnosti. 
Trije ali več nepojasnjenih spontanih splavov 
pred 10. tednom nosečnosti. 
 
Za določanje aPL se trenutno uporabljajo metode, ki jih lahko kategoriziramo v dve skupini in 
sicer: 
 Testi koagulacije, s katerimi določamo lupusne antikoagulante (LA) . 
  Encimsko-imunske metode, s katerimi določamo protitelesa proti β2-glikoproteinu I 
(anti-β2GPI), kardiolipinu (aCL) in protitelesa proti protrombinu (aPT) [2]. 
Med laboratorijske znake, vključena v mednarodno sprejeta klasifikacijska merila APS štejejo 
LA, aCL in anti-βGPI, določena v razmiku najmanj dvanajstih tednov. Omenjena 
klasifikacijska merila so pomanjkljiva in ne omogočajo identifikacijo vseh bolnikov z APS. 
Posameznikov, z laboratorijskimi in/ali kliničnimi znaki, ki se ne uvrščajo med  merila, ne 
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moremo šteti v skupino APS, vendar pa pri njih kljub temu obstaja večja verjetnost za tromboze 
in zaplete v nosečnosti [2]. 
Nekaj let nazaj sta dve raziskovalni skupini ločeno prikazali svoj matematični model za izračun 
nevarnosti nastanka tromboze pri bolnikih z APS, kar pa je novejši pristop za diagnosticiranje 
APS. Znanstveniki so predlagali, da bi skupen izračun bolje opredelil posameznike z večjim 
tveganjem za ponovno trombozo in bi tako zdravnikom koristil pri odločitvi za začetek, ukinitev 
ali spremenjen način zdravljenja. V obeh izračunih se za oceno tveganja tromboze upošteva 
rezultate meritev  LA, aCL, anti-βGPI ter aPT razredov IgG in IgM [2]. 
1.2. Antifosfolipidna protitelesa 
 
aPL spadajo v skupino imunoglobulinov, ki se  vežejo na fosfolipide, preko plazemskih 
beljakovin.  Med tarče teh protiteles spadajo β2-GPI, protrombin, visoko in nizko molekularni 
kininogeni, aneksin V, aktiviran protein C in protein S. V proces strjevanja krvi je vključenih 
veliko antigenov in zaradi tega lahko določena aPL ovirajo koagulacijo krvi, to pa posledično 
vpliva in tudi pojasnjuje velik nastanek tromboz pri bolnikih z APS [3].     
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1 Razlaga kratic: aPL = antifosfolipidna protitelesa, B2GPI = Beta-2-glikoprotein, PGE2 = Prostaglandin E2 
Slika 1: Patogeni mehanizmi  antifosfolipidnega sindroma, ki vodi v pretirano strjevanje krvi 
in vloga antifosfolipidnih protiteles. Povzeto po [4]. 
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Znanstveniki so pokazali, da lahko pride do nastanka tromboze pri bolnikih z APS na različne 
načine: 
1) Interakcija aPL z endotelnimi celicami, predvsem preko vezave β2GPI na površini celic 
vodi v sproščanje prokoagulantnih in provnetnih faktorjev iz teh celic. 
2) aPL vplivajo na izražanje tkivnega faktorja na endotelnih celicah in krvnih monocitih 
ter hkrati spodbujajo adhezijo endotelijskih levkocitov, izločanje citokinov in sintezo 
PGE2. 
3) aPL zavirajo antikoagulantne aktivnosti koagulacijskih faktorjev z vplivanjem na 
fibrinolizo in s premeščanjem vezave naravnega antikoagulanta, aneksina A5. Slednji 
se naravno veže na anionske strukture in tvori aneksinski ščit zaradi česar so te površine 
skrite pred koagulacijskimi faktorji in koagulacija je zavrta. 
4) aPL prepoznajo proteine, vezane na fosfolipide, ki so izraženi na trombocitih. Vezava 
aPL na te proteine pa poveča agregacijo trombocitov. 
Vsi ti mehanizmi delovanja aPL potiskajo hemostatsko ravnotežje v smeri povečanega 
strjevanja krvi, t.i. prokoagulatno stanje. Ob morebitnem dodatnem sprožilnem dejavniku (angl. 
second hit) pa se to ravnovesje dokončno poruši in posledica je nastanek krvnega strdka [4]. 
 
1.3. Antifosfolipidni sindrom in kožni znaki 
 
Od prvega opisa bolezni APS so poleg kliničnih znakov poročali tudi o različnih kožnih 
manifestacijah, katerih vzrok je najverjetneje vaskularna okluzija. Ena izmed najpogostejših 
kožnih manifestacij je livedo retukularis, ostale pa so še ulceracije, gangrena, površinska venska 
tromboza, psevdovaskularne manifestacije, obsežna kožna nekroza in primarna anetoderma. 
Več znanstvenih dokazov potrjuje jasno povezavo med livedo retikularis z APS, vendar več 
drugih zapletov tudi livedo retikularis ni vključen med mednarodno sprejeta klinična merila te 
bolezni. Posamezniki z omenjeno kožno spremembo in prisotnimi antifosfolipidnimi protitelesi 
imajo večje tveganje za razvoj tromboze [5]. Poškodbe kože  bolj pogosto opazimo pri 
katastrofičnem antifosfolipidnem sindromu (CAPS), pri katerem so značilne razširjene 
mikrovaskularne okluzije, ki vključujejo več organov hkrati. CAPS je hitro razvijajoča se, 
pogosto tudi smrtna oblika APS, ki je bila prvič definirana leta 1992. Kožne manifestacije, ki 
se pojavijo pri CAPS so livedo retukularis, kožna nekroza, palmarni eritem, gangrena in 
ishemične razjede [6]. 
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Livedo retukularis je vaskularno razbarvanje kože z značilnim mrežastim vzorcem, ki se v 
večini primerov pojavi na zgornjih in spodnjih udih, lahko tudi po trupu in na zadnjici. Kljub 
temu, da večina vzorcev kožne biopsije bolnikov z APS ne izkazujejo vnetja, pa do le tega pride 
pri nekrotizirajočem vaskulitisu, ki se na koži kaže v obliki brazgotin. Ta pa lahko odraža kar 
kombinacijo dveh bolezni in sicer ASP ter sistemski eritematozni lupus [6]. 
Livedoid vaskulifis je dermalna vaskulopatija s segmentalno hialinizacijo in nevnetno okluzijo 
kožnih arteriol, ki povzroča kožne ulceracije in ˝atrophie blanche˝ oziroma belo atrofijo. Pri 
bolnikih z APS se ta kožna manifestacija kaže kot različne poškodbe kože.  Ena izmed možnih 
manifestacij je tudi spontani tromboflebitis, ki se izraža v obliki edema in eritema na spodnjem 
delu nog, gležnjih ter mečih. Prisotni sta lahko tudi ekhimoza, kar je krvavitev v koži ali 
sluznici, in purpura, ki se kaže kot rdeče ali roza obarvane pike na koži [6]. 
Še večjo osveščanje o kožnih manifestacijah, skupaj z histopatološkimi kožnimi značilnostmi 
APS, bi moralo pripomoči k olajšani in tudi zgodnji diagnozi APS ter seveda ustreznemu 
zdravljenju [6]. 
1.4. Protrombin  
 
Protrombin ali faktor II je glikoprotein, ki se nahaja v krvni plazmi in je esencialna sestavina v 
verižni reakciji strjevanja krvi. V krvi se nahaja kot proencim dokler ga protrombinski 
kompleks proteolitično ne aktivira, v kaskadni reakciji koagulacije, v aktivno serinsko proteazo 
α-trombin. Pri reakciji pride do sprostitve velikega peptida, imenovanega fragment 1 + 2. 
Trombin ali faktor IIa je serinska proteaza, ki povzroči odcepitev fibrinopeptida A in B od 
fibrinogena, ob tem pa nastane netopljivi fibrin. Nastali fibrin je končni produkt strjevanja krvi. 
V homeostazi ima trombin različne naloge kot so: pretvorba fibrinogena v fibrin, zaščita 
fibrinskih strdkov pred fibrinolizo, aktivacija trombocitov, aktivacija faktorjev V, VIII in XI, 
vezava na trombomodulin in inaktivacija kofaktorjev V in VIII preko poti proteina C [2]. 
Hipoprotrombinemija je stanje pri katerem pride do hitrega izločanja kompleksa protrombin – 
antiprotrombin iz krvnega obtoka. Običajno je povezana s pomanjkanjem vitamina K, ki je 
potreben za sintezo protrombina v jetrnih celicah. Pri odraslih je vzrok za nastanek 
hipoprotrombinemije najpogosteje obstruktivna zlatenica, pri kateri je prekinjen pretok žolča v 
črevesje, žolč pa je potreben za črevesno absorpcijo vitamina K. Razlog za nastanek pa je lahko 
tudi okvara jeter in črevesja, ali prevelika doza določenih antikoagulantov, kot je varfarin [7]. 
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1.4.1. Protitelesa proti protrombinu 
 
aPT je leta 1959 prvi omenil Loelinger, ko je predstavil primer bolnika s prisotnostjo aPT kot 
kofaktorja LA [8]. Prve dokaze o obstoju aPT je kasneje potrdil Bajaj s sodelavci leta 1983, pri 
bolnikih z hipoprotrombinemijo in LA [9]. Predpostavljali so, da je posledica vezave protiteles 
in protrombina ter hitrega izločanja kompleksa iz krvnega obtoka hipoprotrombinemija. Z 
uporabo protitočne imunoelektroforeze so kasneje potrdili obstoj teh kompleksov tudi v krvni 
plazmi bolnikov z LA, ki pa niso imeli prisotne hipoprotrombinemije [10]. Te ugotovitve je 
potrdil še Fleck s sodelavci, ki so dokazali, da imajo protrombin vezoča protitelesa aktivnost 
LA in jih detektiramo v serumu bolnikov z APS, kljub normalnim vrednostim protrombina v 
krvi [11]. 
1.4.2. Interakcija protiteles proti protrombinu s protrombinom 
 
aPT se na protrombin v raztopini ne vežejo. Vežejo se le, če je le-ta vezan na nosilec [12]. Ob 
prisotnost kalcijevih ionov se protrombin veže na anionske fosfolipide (npr. kardiolipin, 
fosfatidilserin,..). Posledica te vezave je konformacijska sprememba protrombina, zaradi katere 
se izpostavijo neoepitopi ali kriptični epitopi in slednje, prepoznajo aPT. Ob prisotnosti kalcija 
je N-končni del verige protrombina podvržen konformacijskim spremembam, katere povzročijo 
izpostavitev hidrofobnega področja, ključnega za vezavo. Poleg tega naj bi sekundarne 
konformacijske spremembe povzročile nastanek površinske reže, ki je komplementarna tako po 
obliki kot naboju polarnim skupinam fosfolipidov [13].  
Zaenkrat še ni znano katere epitope prepoznajo aPT. Rao je s sodelavci dokazal vezavo aPT na 
pretrombin 1 in na  fragment 1 ter na celoten protrombin, medtem ko se nobeno protitelo  ni 
vezalo na imobiliziran trombin. Zaradi tega je velika verjetnost, da so dominantni epitopi, kljub 
možni heterogeni porazdeljenosti, postavljeni poleg vezavnega mesta za PL na protrombinu 
[13].  
Galli je s sodelavci  ugotovila, da če je v testu ELISA  protrombin vezan na fosfatidilserin, ga 
protitelesa bolje prepoznajo [14]. Razlog za to vezavo je našla v boljši orientiranosti in 
nakopičenosti antigena. Predpostavili so , da se aPT na protrombin vežejo bivalentno in so nizko 
afinitetne narave. Teorijo o bivalentni vezavi so kasneje potrdili s kinetičnim merjenjem 
asociacije in disociacije, medtem ko so meritve avidnosti aPT pokazala obstoj nizko in tudi 
visoko avidnih protiteles [15]. 
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1.4.3. Metode določanja protiteles proti protrombinu  
 
V začetku 90. let so z dvojno imunodifuzijo in s protitočno imunoelektroforezo prvič izmerili 
aPT. Glavna prednost teh metod je zaznava tvorbe imunskih kompleksov med aPT in 
protrombinom. Slaba stran obeh metod pa je ta, da ne podata kvantitativne ocene protiteles in 
tudi to, da je za samo zaznavo vezave potrebna visoka afiniteta protiteles in visok titer. Vkljub 
temu so omenjene in vitro ugotovitve dokazale, da so imunski kompleksi med aPT in 
protrombinom najverjetneje prisotni tudi v krvni plazmi bolnikov [16]. 
V zadnjem času je veliko raziskovalnih skupin razvilo razne encimsko-imunske metode na 
trdnem nosilcu, ki so še dandanes tudi najpogosteje uporabljene tehnike za določanje aPT, saj 
omogočajo hitrejšo določitev izotipa ter koncentracije protiteles. Prvi je aPT s testom ELISA  
določil Arvieux s sodelavci, ki so kot antigen uporabili protrombin in ga nanesli na mikrotitrske 
plošče z visoko afiniteto vezave [17]. S tem načinom so določali proti protrombinu usmerjena 
protitelesa in zaradi tega ta test danes imenujemo aPT ELISA. Zanimivo pa je, da sam pristop 
prikaza protrombina na trdnem nosilcu zelo vpliva na njegovo konformacijo in posledično tudi 
na kakšen način ga aPT prepozna [18]. 
Na protrombin se vežejo aPT, če je le-ta imobiliziran na primerni anionski površini, kot so 
visoko vezavne polivinilkloridne (PVC) mikrotitirske ali γ-obsevane plošče, ali pa je 
izpostavljen imobiliziranim anionskim fosfolipidom [17]. 
Pozneje so Matsuuda ter sodelavci dokazali, da se ob prisotnosti kalcija aPT lahko določijo tudi 
s testom ELISA, kjer je protrombin vezan na fosfatidilserin, kar sedaj imenujemo aPS/PT 
ELISA [19]. Klinične raziskave so pokazale, da imajo rezultati testa aPS/PT ELISA večjo 
diagnostično specifičnosti in občutljivost kot rezultati aPT ELISA, to pa je možno razložiti na 
več načinov: 
1. Protrombin, s svojo vezavo na fosfatidilserin, ni omejen v svojem lateralnem gibanju in 
s tem je omogočeno kopičenje ter pravilna usmeritev, posledično pa se vzpostavijo 
optimalni pogoji za vezavo protiteles.   
2. Ob vezavi protrombina na fosfatidilserin lahko pride do pojava neoepitopov, ki morebiti 
regirajo z aPT. 
3. S pomočjo kalcijevega kationa se na fosfatidilserin lahko ulovijo tudi krožeči deli 
membran, ki imajo pritrjene komplekse aPT ter protrombin [20]. 
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Naslednje bistveno je bilo odkritje Atsumija s sodelavci, ki so dokazali, da so aPS/PT krepkeje 
povezana z samo aktivnostjo LA kot aPT. Enaka skupina raziskovalcev je pokazala tudi, da se 
rezultati testov aPT in aPS/PT ELISA ne sovpadajo nujno pri bolnikih z APS, zato so bili menja, 
da oba testa določata dve različni podskupini aPT glede na epitopsko prepoznavo [21]. Kasneje 
so v Laboratoriju za imunologijo revmatizma Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana 
prilagodili metodo aPS/PT ELISA ter s tem povečali njeno analitično občutljivost. Prilagojena 
metoda je omogočila zaznavo obeh raznolikih podskupin protiteles in s tem tudi določitev vseh 
klinično pomembnih aPT z le eno metodo [22]. 
1.4.4. Patogena vloga protiteles proti protrombinu 
 
Prisotnost aPT ima pomembno vlogo v trombotičnem stanju, značilnem za APS. Sam 
mehanizem delovanja še ni popolnoma poznan, prav tako še ni poznana funkcija vseh 
podskupin aPL pri samem razvoju patogene bolezni. Po mnenju strokovnjakov pri tem 
najpomembnejšo vlogo odigrajo anti-β2GPI  in aPT, saj so le-ta najbolj povezana z aktivnostjo 
LA [23].  
Razvoj aPL povezujejo z raznimi dejavniki, kot so genske predispozicije, napake imunskega 
sistema, hormonski ter okoljski vplivi, med katere štejemo infekcije, cepiva, stres, zdravila in 
tumorje. Trajno povišane vrednosti ne vodijo vedno do nastanka tromboze. Razlog za to  
poskuša razložiti tako imenovana ˝hipoteza dveh sprožilcev˝[23] (Slika 1).  Primarni sprožilec 
predstavljajo aPL, saj vzpostavijo trombofilno stanje, medtem ko tvorbo strdkov sproži šele 
sekundarni sprožilec. Tega pa predstavljajo druge molekule kot so proteini akutne faze ali 
lipopolisaharidi (kot sta SAA in TNFα) , ki se pojavijo ob okužbah. Omenjena hipoteza pojasni 
nastanek venskih in arterijskih tromboz, ne pa tudi vzrokov za zaplete v nosečnosti pri ženskah 
z APS, zato so strokovnjaki mnenja, da imata bolezni različen mehanizem nastanka [24]. 
Obstaja več možnih patogenih poti, ki sprožijo nastanek tromboz:  
1. Interakcija aPT s fosfolipidnimi membranami endotelnih celic ali monocitov, aktivira 
celice, ki nato sprostijo prokoagulantne snovi. Aktivacija signalne poti p38 z mitogenom 
aktivirane proteinske kinaze (p38 MAPK) se sproži ob izpostavitvi protiteles 
endotelnim celicam, ki začnejo izločati trombofilne molekule, predvsem adhezijske 
molekule ter tkivni faktor [2]. 
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2. aPT vplivajo na aktivnost proteina C in posledično tudi na hemostazo, saj zavirajo 
sproščanje prostaciklina iz endotelnih celic. Prav tako pa aPT povečajo afiniteto 
protombina na negativno nabite fosfolipide [2]. 
3. Z inhibicijo antikoagulantne poti aPL neposredno vplivajo na komponente 
koagulacijske kaskade v plazmi. Protitelesa se vežejo na inhibicijske dejavnike kot so 
IXa, Xa in trombin, posledično preprečijo, da bi prišlo do njihove aktivacije z naravnimi 
antikoagulanti. Po drugi strani protitelesa lahko vežejo naravne antikoagulante kot so 
antitrombin III in protein C, ampak je njihova aktivacija onemogočena. Pri tem 
mehanizmu so najpomembnejša ravno protitelesa aPT [25]. 
4. aPT se vpletajo v mehanizem fibrinolize , katerega funkcija je razgradnja  fibrinskega 
strdka oziroma fibrina. Fibrinolizo nadzoruje encim plazmin, ki se s pomočjo tkivnega 
aktivatorja plazminogena pretvori iz neaktivne v aktivno obliko. aPT in plazminogenom 
imajo različne funkcionalne lastnosti in med seboj navzkrižno reagirajo, kljub temu pa 
so študije do sedaj dokazale, da protitelesa med sabo niso povezana [2]. 
Poleg naštetih patogenih poti za nastanek tromboze  k razvoju lahko prispevajo tako pridobljeni 
kot prirojeni dejavniki, kot so hiperhomocisteinemija, prisotnost faktorja V Leiden, povečana 
vrednost protrombina in faktorja VIII, mutacija protrombinskega gena ter znižana aktivnost 
proteina C in proteina S. Zapleti v nosečnosti pri APS so lahko rezultat katerega od prej 
navedenih mehanizmov ali pa direktnega vpliva protiteles na posteljico. In vitro študije so 
dokazale, da aPT povzročijo trombozo malega žilja na materini posteljici, ampak v večini 
primerov niso zaznali prisotnost tromboznega stanja pri pregledu zarodka in placent nosečnic z 
APS [2]. 
1.5. Način določanja epitopov 
 
Del antigena, ki vstopa v interakcijo z antigenskim receptorjem ali protitelesom imenujemo 
epitop, njemu prilegajoči del hipervariabilne regije protitelesa pa imenujemo paratop.  Epitope 
lahko razvrstimo v dve skupini, in sicer linearni epitopi in konformacijski epitopi, ki se med 
seboj razlikujejo na način prileganja antigenu. Konformacijski epitopi se prilegajo segmentu 
antigena na nivoju tridimenzionalne strukture proteina, medtem ko se linarni epitopi popolnoma 
skladajo z aminokislinskim zaporedjem antigenskega segmenta [26]. 
Poznavanje in določanje epitopov je pomembno iz različnih vidikov, kot je razvoj cepiv in 
iskanje novih diagnostičnih označevalcev, razumevanje delovanja terapevtskih protiteles, 
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razumevanje imunskega odgovora ter avtoimunosti. V ta namen obstaja več različnih metod s 
katerimi lahko določamo epitope: 
1. Rentgenska kristalografija je najpogosteje izbrana in uporabljena metoda za določanje 
epitopov, saj kristalne strukture omogočajo zelo natančno določitev glavnih interakcij 
med posameznimi aminokislinami na stranskih in glavni verigi atomov, tako na epitopu 
kot na paratopu. Slabost te metode je, da zahteva visoko čistost antigena in protitelesa 
ter ko-kristalizacijo protitelesa in antigena, ki ni vedno mogoča, predvsem ko je antigen 
membranski protein. Kljub temu lahko s to metodo določamo linearne in 
konformacijske epitope [27]. 
2. Nuklearna magnetna resonanca je bolj redko uporabljena tehnika za določitev epitopov. 
Omogoča nam pridobitev podobnih podatkov o interakciji kot rentgenska 
kristalografija, s to razliko, da je pri tej metodi kompleks v raztopini in ne v kristalinični 
obliki. Omogoča določitev tako konformacijskih kot linearnih epitopov, njena 
pomanjkljivost pa je, da je primerna le za majhne proteine velikosti do 100 kDa [27]. 
3. Metoda, ki temelji na zamenjavi vodika z devterijem skupaj z masno spektrometrijo se 
uporablja za določanje konformacijskih epitopov. Ob vezavi protitelesa z antigenom se 
upočasni zamenjava vodika z devitrijem, kar omogoča določitev konformacijskih 
epitopov. Slabost te metode je sam rezultat, saj omogoča določitev približno le 10 do 
20 aminokislin dolgo aminokislinsko zaporedje [27]. 
4. Metode peptidnih knjižnic temeljijo na osnovi peptidov imobiliziranih na trdno 
površino, ki služi kot matrica na katero se vežejo iskana protitelesa, določitev pa poteka 
s testom ELISA. Pri teh metodah so peptidi sintentizirani tako, da v celoti prekrijejo 
sekvenco antigena. Te metode so enostavne in omogočajo hitro določitev epitopov [27]. 
5. Najmanj zahtevna tehnika je analiza vezave protiteles na mutirano obliko antigena, ki 
se imenuje mutageneza. Izguba vezave med protitelesom in mutiranim antigenom 
izpostavi mutirane aminokisline, ki predstavljajo epitop. Prednost metode je, določitev 
več sto ali tisoč epitopov v kratkem času in  lažjo analizo bolj zapletenih proteinov, 
kakršni so npr. membranski proteini. Pomanjkljivost te metode je, da ne pojasni  ali je 
mutacija spremenila samo  zvijanje proteina in posledično onemogočila interakcijo s 
protitelesom oziroma ali mutirane aminokisline res predstavljajo epitop [27]. 
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1.6. Metoda bakteriofagnega prikaza 
 
Metodo bakteriofagnega prikaza je prvi opisal George Smith leta 1985, ko je z uporabo 
ekspresijskega vektorja na površini bakteriofagnega virona uspešno izrazil aminokislinsko 
zaporedje dostopno za vezavo protiteles. S tem je dokazal, da se lahko takšni bakteriofagi 
uporabljajo za afinitetno selekcijo peptidov, ki se vežejo na vezavna mesta protiteles [28]. 
Metoda omogoča izražanje velikih peptidov in proteinskih knjižnic na površini filamentnega 
faga in kasnejšo selekcijo peptidov, proteinov ter protiteles z visoko afiniteto in specifičnostjo 
do skoraj vsake tarče. Danes je ta metoda ena izmed najpogosteje uporabljenih selekcijskih 
tehnik za iskanje ligandov na različnih tarčah. Uporabljajo se lahko različni bakteriofagni 
sistemi med katerimi so npr. bakteriofag T4, bakteriofag lambda in najpogosteje uporabljen 
nitast bakteriofag M13. Bakteriofag M13 spada v skupino nitastih fagov imenovani Ff fagi, ki 
okužijo le določen sev Escherichia coli. Bakteriofag M13 vsebuje ciklično enoverižno DNA 
(ssDNA) z dolžino 6407 baznih parov, sestavljenih iz 11 genov. ssDNA obdaja proteinska 
kapsida, ki je sestavljena iz manjših in večjih površinskih proteinov, med katere spadata tudi 
fagna proteina, ki ju kodirata gena pIII in pVIII. Preko genov lahko vstavimo daljši zapis tuje 
DNA v genom. Bakteriofagi M13 inficirajo bakterijo E. coli, tako da pride do specifične vezave 
peptida na F– pilus bakterije [29]. 
Z vstavljanjem kratkih oligonukleotidnih insertov s popolnoma naključno sekvenco se naredijo 
naključne peptidne knjižnice, ki vsebujejo od 108 do 1010  fagov z edinstvenim nukleotidnim 
zapisom. Nov dedni zapis posamezni bakteriofag izrazi kot peptid, ki je zlit s površinskim 
proteinom [28].  
Pri našem raziskovalnem delu smo uporabili komercialno dostopne bakteriofagne knjižnice 
proizvajalca New England Biolabs, ki ponuja knjižnice naključnih linearnih heptapeptidov 
(Ph.D.-7TM), cikličnih heptapeptidov (Ph.D.-C7CTM) in linearnih dodekapeptidov (Ph.D.-
12TM). Uporabili smo Ph.D.-12TM peptidno knjižnico, ki temelji na kombinatorni knjižnici 
sestavljeni iz naključnih dodekapeptidov združenih v površinski protein pIII  bakteriofaga M13 
in je sestavljena iz približno 109 elektroporiranih sekvenc, ki se enkrat pomnožijo in dobimo 
okoli 100 kopij posamezne sekvence v 10 μl suspenzije bakteriofagov [30].  
Za uspešno afinitetno selekcijo, kot je prikazano na sliki 2,  se tarča imobilizira na trdno 
podlago, ki je lahko ali mikrotitrska plošča ali paramagnetne kroglice. Vezani fagi se lahko 
eluirajo na dva načina in sicer, specifično s kompetitivnim ligandom oziroma antigenom  ali 
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nespecifično s spremembo pH ali ionske moči elucijskega pufra. Eluirane fage se kasneje 
pomnožuje v bakterijskem sevu kar vodi v obogateno knjižnico, ki se uporabi v naslednjih 
stopnjah selekcije. Po narejenih dveh ali treh stopnjah selekcije naključno izbranim obogatenim 
bakteriofagnim klonom, ovrednotimo njihovo vezavo na tarčo ter  določimo nukleotidno 
zaporedje [30].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Slika 2: Prikaz afinitetne selekcije z metodo bakteriofagnega prikaza. Povzeto po [30]. 
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2. NAMEN 
 
Bolniku z APS upade kakovost življenja zaradi profilaktičnega zdravljenja z antiagregacijskimi 
in antikoagulacijskimi zdravilnimi učinkovinami ter zaradi večje nevarnosti ponovitve tromboz 
na različnih segmentih obtočil ali nosečniških zapletov. Značilno za bolnike APS je, da imajo 
v serumu prisotne povišanje vrednosti aPL, ki so hkrati tudi serološki označevalci te bolezni. 
aPL so heterogena skupina protiteles med katere spadajo tudi aPT. Po trenutnih klasifikacijskih 
merilih protitelesa aPT niso uvrščena med serološke označevalce bolezni, kljub temu pa so 
številne raziskave pokazale, da so z APS pomembno povezana. Zato jim raziskovalci zadnje 
čase pripisujejo vedno večjo vlogo tako pri diagnosticiranju APS kot tudi pri patogenezi 
bolezni. Natančno mesto vezave protiteles proti aPT do danes še ni znano. 
V okviru diplomske naloge smo si zadali naslednje cilje: 
1. S pomočjo bakteriofagne knjižnice nameravamo poiskati mimetike epitopov 
protrombina za izolirana poliklonska in monoklonska aPT, ki bodo pri tej metodi služila 
kot tarča. 
2. Ovrednotiti izbrane peptide in tistim z najvišjo izmerjeno vezavo na tarčna protitelesa  
s sekvenciranjem določiti aminokislinsko zaporedje. 
3. Primerjati  aminokislinska zaporedja peptidov, ki jih bomo pridobili v selekciji na 
poliklonskih aPT s peptidi, ki jih bomo pridobili v  selekciji z monoklonskimi aPT. 
Hipoteze:  
1. Iz bakteriofagne knjižnice bomo izolirali specifične peptide, ki se bodo vezali na tarčna 
protitelesa. 
2. Lokalizirali bomo mesto vezave med antigenom in protitelesom. 
3. Aminokislinska zaporedja poliklonskih in monoklonskih protiteles si bodo med sabo 
podobna. 
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1. Materiali 
3.1.1. Kemikalije 
 Agaroza, Merck KgaA, Darmstadt, Nemčija 
 Bakteriofagna knjižnica Ph.D.-12TM, New England BioLabs, Massachuetts, ZDA 
 BSA, Bovine Serum Albumin, Glentham Life Sciences, Edinburgh, Združeno kraljestvo 
 E. coli K12 ER2738, New England BioLabs, Massachusetts, ZDA 
 Etanol absolutni, 96 % 
 Glicerol, C3H8O3 
 Gojišče LB ( Lennox L Broth Base), Invitrogen, Carlsbad, ZDA 
 Gojišče LB-agar, Invitrogen, Carlsbad, ZDA 
 Humani protrombin, Enzyme Research Laboratories, Združeno Kraljestvo 
 IgG pozitivna kontrola za aPS/PT ELISA, Laboratorij za imunologija revamtizma, UKC 
Ljubljana, Slovenija 
 IPTG, izopropil-β-1-tiogalaktopiranoid, Promega, Madison, ZDA 
 Monoklonska protitelesa- Anti-PS/PT mAB, MB Laboratories, Japonska 
 Natrijev klorid, NaCl, Kemika; Hrvaška 
 Ocetna kislina 99,5 %, CH3COOH, Kemika, Hrvaška 
 Paramagnetni delci Dynabeads Protein A, ThermoFisher Scientific, Massachuesetts, 
ZDA 
 Paramagnetni delci Dynabeads Protein G, ThermoFisher Scientific, Massachuesetts, 
ZDA 
 PEG-8000, polietilenglikol 8000, Sigma-Aldrich, ST. Louis, ZDA 
 Sekundarna protitelesa: Anti-M13-mAb-HRP, monoklonsko protitelo proti 
bakteriofagu M13 konjugirano s hrenovo peroksidazo, GE healthcare, Little Chalfont, 
Združeno kraljestvo 
 Tetraciklin (liofilizat), Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA 
 TMB, 3,3`5,5`- tetrametilbenzidin, Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA 
 Tween 20, polioksietilen sorbitan monolavrat, C58H114O26, Sigma-Aldrich, St. Louis, 
ZDA 
 X-gal, 5-bromo-4-kloro-3-indolil-β-D-galaktozil, Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA 
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 Začetni oligonukleotid za sekvenciranje -96 gIII Sequencing Primer (20-mer), New 
England BioLabs, Massachusetts, ZDA 
 Žveplova kislina, H2SO4 
3.1.2. Instrumenti 
 
 Analitska tehnica Mettler Toledo, PM2500, Mettler Toledo AG Greinfesce, Švica 
 Aseptična komora z laminarnim pretokom zraka, LFVP 12, Iskra PIO, Slovenija 
 Avtoklav Kambič, Kambič Laboratorijska oprema, Slovenija 
 Avomatski spiralnik mikrotitirskih plošč Elx405, BioTek, Vermont, ZDA 
 Centrifuga 5415 R, Eppendorf, Nemčija 
 Cntrifuga 5804, Eppendrof, Nemčija 
 Centrifuga Mini Spin plus, Eppendorf, Nemčija 
 Centrifugirke (15 in 50 mL), TPP, Švica 
 Droben laboratorijski pribor (steklovina, igle, epruvete, stojala za epruvete, 
mikrocentrifugirke (1,5 in 2,0 mL), stojala za mikrocentrifugirke, eza,..) 
 Grelnik Končar, Končar, Hrvaška 
 Magnetna mešala, Tehnica, Slovenija 
 Magnetni mešalnik, Rotamix 550 MMH, Tehnica, Slovenija 
 Membranski filtri za enkratno uporabo 0,20 μm in 0,45 μm, Millipore Corporation, 
Massachusetts, ZDA 
 Mikrotitrske ploše F8 Maxisorp, Nuc-immuno module Thermo specific, Danska 
 pH meter Mettler Toledo Sevedn Easy, Mettler Toledo, Ohio, ZDA 
 Pipete, Eppendorf, Nemčija 
 Pipetni nastavki (z in brez filtrov), Eppendorf, Nemčija 
 Polistirenske mikrotitirske plošče Costar Medium Biding, 96 well EIA/RIA plate, 
Corning inc., New York, ZDA 
 Stresalnik, MS3 digital, IKA Works, North Carolina, ZDA 
 Tehnica Exacta 610 EB, Tehnica, Slovenija 
 UV-spektrofotometer, Nanodrop 2000, Thermo Scientific, Massachusetts, ZDA 
 UV- spektrofotometrični čitalec za mikrotitirske plošče Tecan Safire, Tecan, Švica 
 Vibracijski mešalnik, Assistant, Nemčija 
 Vibracijski stresalnik, Vibromix 104 EV, Tehnica, Slovenija 
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3.2. Pufri in raztopine 
3.2.1. Pufri za selekcijo iz bakteriofagnih peptidnih knjižnic 
   1) Pufrana fiziološka raztopina – PBS, pH 7,4 
 -NaCl    (58,44 g/mol): 136 mM  
 -KCl    (74,56 g/mol): 2,7 mM  
 -Na2HPO4 × 2H2O    (177,99 g/mol): 10 mM  
 -KH2PO4     (136,09 g/mol): 1,8 mM  
 -dH2O do 40 ml 
 
Natehtali smo NaCl, KCl, Na2HPO4 x 2H2O in KH2PO4  ter dopolnili z destilirano vodo do 
400 mL. Umerili smo pH na 7,4 in avtoklavirali. Shranjevali smo pri sobni temperaturi. 
2) Spiralni pufer 1: PBS pH 7,4 z dodatkom 0,05 % Tween 20 
V centrifugirki smo dodali 20 μL 0,05% Tween 20 in dopolnili PBS do 40 mL. Nato smo 
raztopino prefiltrirali preko mikrobiološkega filtra (0,22 μm) v komori z laminarnim pretokom 
zraka (LAF). 
3) Spiralni pufer 2: PBS pH 7,4 z dodatkom 0,1 % Tween 20 
V  centrifugirki smo dodali 40 μL 0,1% Tween 20 in dopolnili PBS do 40 mL. Nato smo 
raztopino prefiltrirali preko mikrobiološkega filtra (0,22 μm) v komori LAF. 
4) Tekoče gojišče LB:  
Natehtali smo 8 g suhe osnove za gojišče LB in dopolnili z destilirano vodo do 400 mL. Nato 
smo avtoklavirali in shranjevali pri sobni temperaturi. 
5) Diferencialno agarno gojišče LB/IPTG/X-gal: 
Natehtali smo 14 g osnovnega gojišča LB in dopolnili z destilirano vodo do 400 mL. Nato smo 
avtoklavirali in LB gojišče čim prej vlili v petrijevke v komori LAF ter počakali, da se je strdilo. 
Tako pripravljeno trdno gojišče LB smo shranjevali v hladilniku pri 4 C. Pred uporabo smo 
gojišče v inkubatorju segreli na 37 °C in ga nato premazali z raztopino IPT/X-gal/LB medija s 
končno koncentracijo 2,4 mM IPTG in 4,5 mg/mL X-gal. 
6) Agarozni top: 
Natehtali smo 280 mg agaroze in 19 mg MgCl2 ter dopolnili LB medij 40 mL. Nato smo 
avtoklavirali in shranjevali pri sobni temperaturi. 
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7) PEG/NaCl: 
Natehtali smo 8 g PEG-8000 (20% mM) in 5,85 g NaCl (2500 mM) ter dopolnili s destilirano 
vodo do 40 mL. Nato smo avtoklavirali in shranjevali pri sobni temperaturi. 
8) Založna raztopina tetraciklina s koncentracijo 20 mg/mL v etanolno vodni raztopini    
(razmerje 1:1) 
3.2.2. Pufri za določanje vezave posameznih bakteriofagnih klonov na tarčo s testom ELISA 
9) PBS 
10) PBS z dodatkom 0,1 % Tween 20 
11) 1 % BSA v PBS 
3.2.3. Pufri za izolacijo fagne DNA 
1) PEG/NaCl 
2) Jodidni pufer: 
  -Tris: 48,5 mg 
  -NaCl: 23,98 mg 
  -HCl (32%): 39 µL 
  -EDTA: 80 µL 
Natehtali smo TRIS in NaCI ter ju raztopili v 40 ml bidestilirane vode. Dodali smo HCl in 
EDTA ter uravnali pH s HCl. Avtoklaviranega smo hranili na sobni temperaturi, zaščitenega 
pred svetlobo. 
3) 95 % etanol 
4) 70 % etanol 
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3.3. Metode 
3.3.1. Selekcija bakteriofagov iz knjižnice Ph.D.- 12 TM 
Za selekcijo bakteriofagov smo uporabili izolirana poliklonska protitelesa IgG aPT bolnika z 
APS s prebolelo vensko trombozo  in monoklonska protitelesa IgG iz miši ter postopali po 
predhodno zapisanem protokolu [30]. Selekcijo smo izvedli z bakteriofagno knjižnico 
naključnih peptidov dolgih 12 AK. Ves droben laboratorijski material, ki smo ga uporabljali 
smo predhodno sterilizirali z avtoklavom. Delali smo aseptično, ob potrebi smo si pomagali 
tudi s komoro LAF. Z izbrano bakteriofagno knjižnico smo izvedli tri stopnje selekcije, kjer je 
ena stopnja selekcije potekala tri dni. Sočasno  smo izvajali selekcijo na obeh tarčah, na 
izoliranih poliklonskih protitelesih IgG in monoklonskih protitelesih. 
Prvi dan: 
1. Odpipetirali smo 100 μL PBS 0,05 % Tween 20 (0,05% PBST) v mikrocentrifugirko in 
nato dodali 15 μL paramagnetnih delcev z vezanim proteinom G oziroma A. V vsaki 
stopnji smo izmenično uporabljali delce z imobiliziranim proteinom G ali A. S tem smo 
se izognili nespecifični selekciji  bakteriofagov, ki se vežejo na ozadje. Celotno vsebino 
mikrocentrifugirke smo premešali na rotacijskem mešalu in s pomočjo magnetnega 
stojala odstranili supernatant. Paramagnetne delce smo še dvakrat sprali s 100 μL 
0,05 % PBST, premešali na rotacijskem mešalu in supernatant odstranili s pomočjo 
magnetnega stojala. 
2. Po zadnji odstranitvi supernatanta smo delcem v eni mikrocentrifugirki dodali 2,0 μL 
izoliranih protiteles v 248 μL 0,05 % PBST, v drugo pa 7,2 μL monoklonskih protiteles 
v 242,8 μL 0,05 % PBST. Rahlo smo premešali na rotacijskem mešalu in inkubirali 30 
minut na stresalniku s stresanjem 600 rpm na sobni temperaturi. Med samo inkubacijo 
smo dodatno premešali vsakih 10 min in s tem preprečili posedanje paramagnetnih 
delcev.  
3. Po končani inkubaciji smo odstranili supernatant in nevezana protitelesa trikrat spirali 
z 500 μL 0,05 % PBST. Med spiranjem smo mikrocentrifugirko stresali 1 minuto na 
stresalniku s frekvenco 600 rpm pri sobni temperaturi. Med vsakim spiranjem smo 
odstranili supernatant. 
4. Preden smo odstranili zadnji izpirek smo pripravili fagno knjižnico. V 240 μL  0,05 % 
PBST smo dodali 10 μL knjižnice Ph.D.-12TM s količino 1×1011 pfu. Tako pripravljeno 
knjižnico (250 μL) smo dodali v obe mikrocentrifugirki, rahlo prevorteksirali in 
inkubirali 60 minut na stresalniku s frekvenco 600 rpm pri sobni temperaturi. Vsakih 20 
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min smo rahlo premešali na rotacijskem mešalniku, da se paramagnetni delci niso 
posedli. 
5. Fage, ki se niso vezali na protitelesa, smo 10-krat sprali z 475 μL  0,1 % PBST. Med 
spiranji smo mikrocentrifugirki stresali 1 min na stresalniku s frekvenco 600 rpm pri 
sobni temperaturi. 
6. Po zadnjem spiranju smo supernatant odstranili in dodali 22,2 μL protrombina ( 0,9 g/L) 
v 177,8 μL 0,05 % PBST. Inkubirali smo 45 min na stresalniku s frekvenco 600 rpm na 
sobni temperaturi. Po končani inkubaciji smo s pomočjo magnetnega stojala odstranili 
supernatant in ga prenesli v novo mikrocentrifugirko. V njem so bili samo fagi, pri 
katerih je zaradi prisotnosti protrombina prišlo do prekinitve vezave s tarčnimi 
protitelesi vezanimi na paramagnetne delce. Eluat iz prve stopnje selekcije smo označili 
1 NE S (prvi nepomnožen eluat specifične elucije). Eluatu smo odvzeli 5 μL za 
določanje koncentracije fagov s postopkom titracije, preostanek pa smo prenesli v 
erlenmajerico s pomnoženimi bakterijami z ustrezno optično gostoto OD600(0,1-0,5).  
Glej točko 8. 
7. Število bakteriofagov v pridobljenih eluatih smo določili s pomočjo mikrobiološke 
titracije. Za titracijo nepomnoženih eluatov smo pripravili redčitveno vrsto 101, 102, 103 
in 104. V 45 μL medija LB smo dodali  5 μL eluata, odvzetega po selekciji, premešali 
in 10 μ L prenesli v novo mikrocentrifugirko z 90 μL medija LB in tako naprej do 
redčitve 104. 10 μL iz zadnjih treh redčitev (102, 103 in 104) smo prenesli v novo 
mikrocentrifugirko, v katero smo prehodno napipetirali 200 μL pomnoženih bakterij z 
ustrezno optično gostoto (OD600 = 0,5). Celotno vsebino posamezne mikrocentrifugirke 
smo prenesli v 3 mL stopljene  agaroze, termostatirane na 50 °C, vsebino smo premešali 
in takoj prelili na petrijevke z diferencialnim agarnim gojiščem LB/IPTG/X-gal. 
Petrijevke smo inkubirali čez noč (18h) pri 37 °C. 
8. Za pomnoževanje eluata smo v dve 250 mL erlenmajerici z utori odmerili 20 mL medija 
LB in z mikrobiološko zanko dodali 1 kolonijo E. coli selekcijskega agarnega gojišča 
LB z tetraciklinom s končno koncentracijo 0,02 g/L. Erlenmajerici smo inkubirali v 
inkubatorju pri 37 °C in s stresanjem 250 rpm do zamotnitve medija (približno 1,5 h) 
oziroma do ustreznega OD600 (0,1-0,5). Nato smo v eno erlenmajerico dodali prvi 
nepomnožen eluat specifične elucije 1 NE S, pridobljen s selekcijo na poliklonskih 
protitelesih IgG in v drugo nepomnožen eluat specifične elucije, pridobljen pri selekciji 
na  monoklonskih protitelesih. Sledila je 4,5 h inkubacija pri enakih pogojih. 
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9. Suspenzijo pomnoženih inficiranih bakterij z bakteriofagi smo prenesli v 50 mL 
centrifugirke in centrifugirali 10 min pri 4 °C in 10000 rpm. Supernatant, ki je vseboval 
bakteriofage smo prelili v nove centrifugirke in ponovno centrifugirali pri enakih 
pogojih. Nato smo supernatant prelili v nove centrifugirke in dodali 3,4 mL PEG/NaCL, 
dobro premešali na rotacijskem mešalu in preko noči pustili obarjati v hladilniku pri 
4°C. 
Drugi dan: 
10. Naslednji dan smo suspenzijo centrifugirali 15 min pri 4 °C in 11.000 rpm. Supernatant 
smo odlili, oborino (bakteriofage) pa resuspendirali z 1 mL PBS ter prenesli v 1,5 mL 
mikrocentrifugirko. To smo centrifugirali 5 min pri 4 °C in 14000 rpm. S pipeto smo 
prenesli supernatant v novo mikrocentrifugirko in dodali 200 μL PEG/NaCl ter 60 min 
inkubirali na ledu. Po končani inkubaciji smo suspenzijo centrifugirali 10 min 4 °C in 
14000 rpm. Supernatant smo zavrgli, pelet fagov resuspendirali z 1 mL PBS in 
centrifugirali 1 min ter prenesli v novo mikrocentrifugirko. Tako dobljeni suspenziji 
pomnoženih bakteriofagov smo poimenovali 1 PO S ( prvi pomnožen eluat specifične 
elucije). Eluatoma smo odvzeli 5 μL za titracijo, preostanek pa smo shranili v hladilniku 
na 4 °C in obogateno knjižnico uporabili v naslednji stopnji selekcije.  
11. Število bakteriofagov, pridobljenih po pomnoževanju, smo določili s pomočjo 
mikrobiološke titracije. Za titracijo smo pripravili redčitveno vrsto 101, 103, 105, 107, 
109, 1010 in 1011. V 45 μL medija LB smo dodali 5 μL pomnoženega eluata specifične 
elucije 1 PO S, premešali in 10 μL prenesli v novo mikrocentirifugirko z 990 μL medija 
in tako naprej, da smo dobili redčitveno vrsto. 10 μL iz zadnjih treh redčitev ( 109, 1010 
in 1011) smo prenesli v novo mikrocentrifugirko, kamor smo že dodali 200 μL 
pomnoženih bakterij z ustrezno gostoto (OD600 = 0,5). Celotno vsebino posamezne 
mikrocentrifugirke smo prenesli v 3 mL staljene top agaroze, termostatirane na 50 °C, 
vsebino premešali in prelili na petrijevke z diferencialnim agarnim gojiščem 
LB/IPTG/X-gal. Petrijevke smo inkubirali čez noč (18 h) pri 37 °C. 
Tretji dan: 
12. Naslednji dan smo na petrijevkah, ki smo jih čez noč inkubirali, prešteli število modro 
obarvanih plakov in izračunali koncentracijo inficiranih bakterij z bakteriofagi. Iz 
števila modrih plakov na treh redčitvah smo izračunali povprečje ter to vrednost 
uporabili za izračun koncentracije bakteriofagov v obogateni knjižnici. 
21 
 
Drugo in tretjo stopnjo selekcije smo izvedli enako kot prvo, s to razliko, da  nismo dodajali 
izvorne fagne knjižnice, ampak obogateno knjižnico, ki smo jo pridobili in pomnožili v 
predhodni stopnji selekcije. Volumen dodane suspenzije smo izračunali na osnovi koncentracije 
bakteriofagov v pomnoženem eluatu, tako da smo zagotovili  1011 pfu v naslednji selekcijski 
stopnji. V tretji stopnji selekcije eluiranih bakteriofagov nismo več pomnoževali s pomočjo 
bakterij E. coli. 
3.3.2. Pomnoževanje posameznih bakteriofagnih klonov 
Posamezne bakteriofagne klone  smo pobrali iz petrijevk z nepomnoženim specifičnim eluatom 
tretje stopnje (3 NE S), na katerih je zraslo manj kot 100 plakov. Plake, ki smo jih pobrali smo 
izbrali naključno, pazili pa smo, da so bili modri plaki dobro ločeni od ostalih. 
1. Dan pred začetkom pomnoževanja smo pripravili prekonočno kulturo E. coli. V 
erlenmajerico smo dodali 20 mL medija LB, 20 μL tetraciklina s koncentracijo 20 
mg/mL in eno kolonijo E. coli. Inkubirali smo čez noč v inkubatorju na 37 °C in s 
stresanjem pri 250 rpm. 
2. Prekonočno kulturo E. coli smo 100-krat redčili z medijem LB, ki smo mu prej dodali 
tetraciklin, s končno koncentracijo 0,02 g/l. Tako pripravljen medij smo v komori LAF 
alikvotirali po 2 mL v sterilne epruvete. Nato smo prav tako v komori LAF s sterilnimi 
pipetnimi nastavki prenesli po eno naključno izbrano modro kolonijo v vsako 
centrifugirko. Tako pripravljene klone smo pomnoževali v inkubatorju 4,5 h pri 37 °C 
in 600 rpm.  
3. Po končani inkubaciji smo vsebino epruvet prelili v 2 mL mikrocentrifugirke in 
centrifugirali 10 min pri 4 °C in 14000 rpm. Supernatant smo prelili v nove 
mikrocentrifugirke in ponovno centrifugirali pri enakih pogojih. Na koncu smo 
supernatant še enkrat prelili v nove mikrocentrifugirke in jih shranili v hladilniku pri 
4 °C. 
4. Bakteriofage smo iz medija LB oborili in raztopili v PBS. V 1 mL supernatanta smo 
dodali 200 μL PEG/NaCl, močno premešali na rotacijskem mešalu in pustili v 
hladilniku čez noč na 4 °C. 
5. Naslednje jutri smo suspenzijo centrifugirali 10 min pri 4 °C in 14000 rpm. Supernatant 
smo zavrgli, pelet fagov resuspendirali v 200 μL PBS in centrifugirali 1 min ter prenesli 
v nove mikrocentrifugirke. Te smo do nadaljnjega shranjevali v hladilniku. 
Četrti in peti korak smo izvedli le, ko smo izvajali kompetitivni test ELISA, kjer je bilo potrebno 
imeti bakteriofagne klone v mediju PBS in ne mediju LB. 
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3.3.3. Določanje vezave posameznih bakteriofagnih klonov na tarčo s presejalnim in 
semikvantitativnim testom ELISA 
S testom ELISA smo določili vezavo posameznih bakteriofagov na aPT, pri katerem smo na 
mikrotitrske plošče vezali ali izolirana poliklonska protitelesa IgG aPT ali monoklonska 
protitelesa. Pred nanosom smo protitelesa redčili v PBS do ustrezne koncentracije in s tem smo 
ustvarili t.i. nosilec za tarčna aPT. 
1. V 2/3 vdolbinic mikrotitrske plošče MaxisorpTM smo v eno odpipetirali 200 μL 
raztopine izoliranih poliklonskih protiteles s koncentracijo 25 μg/mL in v drugo 
mikrotitrsko ploščo odpipetirali 100 μL raztopine monoklonskih protiteles s 
koncentracijo 1 μg/mL. Mikrotitrski plošči smo nato prekrili z lepilnim trakom in 
inkubirali čez noč v hladilniku pri 4 °C. 
2. Naslednje jutro smo nevezana protitelesa aPT sprali 3-krat z 250 μL 0,1 % PBST. Med 
vsakim spiranjem smo mikrotitrske plošče stresali 5 min na stresalniku. 
3. V 32 vdolbinic mikrotitrske plošče smo nato napipetirali po 200 μL tarčnega protitelesa 
(IgG aPT), redčenega v 1% BSA v PBS do koncentracije 10 μg/mL. V ostalih 64 
vdolbinic, ki so predstavljale ozadje (ena s protitelesi in BSA in ena samo BSA) pa smo 
dodali 200 μL PBS. Inkubirali smo 90 min pri sobni temperaturi in stresanju 45 rpm. 
4. Po inkubaciji smo nevezana protitelesa sprali 3-krat z 250 μL 0,1 % PBST. Med vsakim 
spiranjem smo stresali 5 min na stresalniku. 
5. Nato smo v vse vdolbinice nanesli 100 μL posameznih bakteriofagnih klonov, 
shranjenih v mediju LB (njihove koncentracije nismo določili). Inkubirali smo 1 h pri 
sobni temperaturi in stresanju 45 rpm. 
6. Po inkubaciji smo sprali nevezane bakteriofage in sicer 5-krat z 250 μL 0,1 % PBST. 
Med vsakim spiranjem  stresali 5 min na stresalniku. 
7. Nato smo v vsako vdolbinico dodali 100 μL sekundarnih protiteles usmerjenih proti 
fagom (Anti-M13-mAb-HRP), ki smo jih predhodno redčili 1:5000 v 1 % BSA v PBS. 
Inkubirali smo 1 h pri sobni temperaturi in stresanju 45 rpm. 
8. Po inkubaciji smo nevezana sekundarna protitelesa spirali 5-krat z 250 μL  0,1 % PBST 
Med vsakim spiranjem smo 5 min stresali na stresalniku.  
9. V vsako vodlbinico smo nanesli 200 μL TMB z dodanim H2O2 (0,2 μL H2O2/mL TMB) 
in spremljali spremembo barve. Ko je barva postala temno modra smo reakcijo ustavili 
s 50 μL 2 M žveplove kisline in iz modre je nastala rumena barva. 
10. Izmerili smo absorbanco s čitalcem mikrotitrskih plošč Tecan Safire pri 450 nm. 
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Semikvantitativni test ELISA: na mikrotitrsko ploščo smo nanašali po 200 µL suspenzije 
vsakega bakteriofagnenga klona s celokupnim številom 5×109 pfu/vdolbinico. Redčitve smo 
pripravljali v 0,1% PBST. Slepa kontrolna je bila 200 µL 0,1 % PBST. 
 
3.3.4. Določanje vezavnega mesta izbranih bakteriofagnih klonov s kompetititivnim testom 
ELISA 
S kompetitivnim testom ELISA smo želeli dokazati, da se izbrani kloni fagov in protrombin 
vežejo na isto vezavno mesto tarčnih protiteles in tako med seboj povzročijo kompeticijo. To 
smo opazili z znižanjem izmerjene absorbance pri 450 nm, ki jo je povzročil v reakcijski zmesi 
prisoten protrombin, saj je zmanjšal vezavo fagov. Ta test smo izvedli enako v vseh točkah kot 
je opisano v prejšnjem poglavju. Test se je razlikoval le v naslednjih korakih: pri vezavi 
bakteriofagov smo postopali tako, da smo na ploščo v prvi stolpec nanesli 100 μL izbranih 
bakteriofagnih klonov s količino 1010 pfu, v drugi stolpec pa smo k 100 μL izbranih 
bakteriofagnih klonov v PBS s količino 1010 pfu dodali  protrombin v koncentraciji  0,1 μg/mL. 
Količino izbranih bakteriofagov smo izračunali s pomočjo merjenja absorbance suspenzij 
bakteriofagov v bidestilirani vodi  na spektrometru NanoDrop in s pomočjo enačbe 1. 
Enačba 1: Enačba za izračun koncentracije bakteriofagov. A označuje absorbanco, 7222 je 
število baz bakteriofaga M13. Enačba je povzeta po [31]. 
(𝐴269 − 𝐴320) 𝑋 6 𝑋 1016
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑏𝑎𝑧 (𝑠𝑠𝐷𝑁𝐴) 𝑏𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖𝑜𝑓𝑎𝑔𝑎
= š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑏𝑎𝑘𝑡𝑒𝑟𝑖𝑜𝑓𝑎𝑔𝑜𝑣/ 𝑚𝐿 
Pri tem je število baz bakteriofaga 7222. V enačbi oznaka A269 predstavlja absorbanco pri 
valovni dolžini 269 nm, kjer je absorbcijski maksimum za bakteriofag. Oznaka A320 pomeni 
absorbanco pri valovni dolžini 320 nm, ki izmeri prisotnost nečistot, zato jo odštejemo od 
skupne absorbance pri 269 nm. 
3.3.5. Izolacija fagne DNA za sekvenciranje 
Glede na rezultate presejalnega testa ELISA smo se odločil, katerim bakteriofagnim klonom 
določiti aminokislinsko zaporedje peptida, ki ga izražajo. 
1. K 1000 μL pomnožene suspenzije bakteriofagov v mediju LB smo dodali 400 μL 
PEG/NaCl in dobro premešali na rotacijskem mešalu ter inkubirali na ledu 60 min. 
2. Po inkubaciji smo centrifugirali 10 min pri 4 °C in 14000 rpm. Supernatant smo zavrgli, 
pelet pa resuspendirali v 150 μ L jodidnega pufra in ponovno močno premešali na 
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rotacijskem mešalu, da smo dosegli sprostitev nukleinskih kislin. Nato smo dodali 375 
μ L 95 % etanola in inkubirali 30 min pri sobni temperaturi, s čimer smo sproščene 
nukleinske kisline oborili.  
3. Po 30 min smo centrifugirali 10 min pri 4 °C in 14000 rpm. Supernatant smo zavrgli in 
pelet sprali z 100 μL 70 % etanolom, ter centrifugirali 5 min pri 4 °C in 14000 rpm. 
Nato smo etanol odstranili s pipeto in pustili mikrocentrifugirko odprto v komori LAF, 
da se je popolnoma osušila.  
4. Posušeno DNA smo nato raztopili v 20 μL bidestilirane vode. Koncentracijo DNA smo 
pomerili na spektrometru NanoDrop. Če je imel vzorec koncentracijo med 80 in 100 
ng/μL, ga nismo redčili, če je imel višjo koncentracijo smo ga primerno redčili, če je pa 
imel bistveno nižjo koncentracijo smo fagni klon ponovno pomnožili in izolirali njegov 
DNA. 
5. Skupni volumen vzorca, ki smo ga poslali na sekvenciranje je bila 10 μL, saj smo 5 μL 
izolirane DNA dodali še 5 μL 5 μM oligonukleotidnega začetnika.  
3.3.6. Prileganje aminokislinskih zaporedij na kristalno obliko protrombina 
 
Z orodjem na spletnem portalu za bioinformatiko ExPASy smo naša pridobljena nukleotidna 
zaporedja prevedli v aminokislinska zaporedja [38]. Pridobljena aminokislinska zaporedja, na 
katere se vežejo aPT, so izražena na kapsidi bakteriofaga . Pred samim začetkom prileganja 
smo aminokislinska zaporedja preverili s spletnim orodjem SAROTUP (Target-Unrelated 
Peptides Scaner). Uporabili smo algoritem MimoSearch, ki zaznava netarčne peptide [38]. Z 
tistimi peptidi, ki niso bili netarčni smo nadaljevali v raziskovanju in njihove aminokislinske 
ostanke prilegali na tridimenzionalno kristalno molekulo protrombina. Omenjeno prilagajanje 
smo delali s programom dostopnim na strežniku Pepitope Server, uporabljali smo algoritem 
Pepsurf [37]. V zbirki Protein Data Bank (PDB) smo izbrali prostorske molekule protrombina, 
ki smo jih nato uporabili za prileganje aminokislinskih ostankov. V zbirki PDB smo našli več 
različnih konformacijskih oblik človeškega protrombina, izbrali smo dve nezviti molekuli 
protrombina (4NZQ [40] in 6BJR [41]) in eno zvito molekulo protrombina (4O03) [42]. 
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1. Selekcija bakteriofagov iz knjižnice Ph.D.-12TM 
Selekcijo bakteriofagov smo naredili iz knjižnice Ph.D.-12TM. Po vsaki izvedeni stopnji 
selekcije bakteriofagov smo določili število bakteriofagov v eluatih pred in po pomnoževanju. 
Prav tako smo ocenili izgled petrijevk, saj nismo želeli prisotnost prosojnih plakov, kajti ti bi 
na podlagi belo/modrega testa pomenili okuženost vzorca z divjimi tipi bakteriofaga M13, ki 
nimajo vstavljenega gena za lacZ α-peptid. Glede na število bakteriofagov po eluciji in dodano 
količino bakteriofagov v vsako selekcijsko stopnjo smo izračunali odstotek elucije in preko 
naraščanja odstotka elucije  poskusili oceniti uspešnost selekcije. 
Tabela 2: Naraščanje odstotka bakteriofagov, eluiranih s tarče (glede na vhodno število 
bakteriofagov) po vsaki stopnji selekcije pri obeh tarčah. 
Uspešnost selekcije Monoklonska protitelesa Poliklonska protitelesa 
1. stopnja 0,000023 % 0,000060 % 
2. stopnja 0,000539 % 0,000121 % 
3. stopnja 0,002800 % 0,001070 % 
  
Iz tabele 2 je razvidno, da se je odstotek elucije skozi stopnje selekcije povečeval. Iz tega lahko 
sklepamo, da je selekcija potekala uspešno, saj se je število bakteriofagov, ki so se vezali na 
tarčo bogatilo. 
Po končani 3. stopnji selekcije na obeh tarčah smo po titraciji nepomnoženih eluatov pobrali 
okoli 35 plakov. Pri tem smo izbrali petrijevke kjer je zraslo manj kot 100 plakov in so bili  
izbrani plaki dobro ločeni od ostalih. Izbrane plake smo pomnožili, kot je opisano v metodah 
in določili njihovo vezavo na tarčna protitelesa s presejalnim testom ELISA (Slika 3 in slika 4). 
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Iz slik 3 in 4 je razvidno, da so se nekateri bakteriofagni kloni močneje vezali na tarčna 
protitelesa, kot na ozadje, saj smo pri njih izmerili višje absorbance. Bakteriofage, pri katerih 
se je vezava na tarčna protitelesa malo razlikovala od vezave na ozadje BSA, smo izključili iz 
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Slika 3:Vezava posameznih bakteriofagnih klonov iz knjižnice Ph.D.-12TM na tarčna 
monoklonska aPT. Grafični prikaz asorbance, izmerjene pri 450 nm pri presejalnem testu 
ELISA. Modri stolpci prikazujejo vezavo fagov na tarčna aPT, zeleni stolpci pa prikazujejo 
vezavo fagov na ozadje (BSA). Za negativno kontrolo (NK) smo na imobilizirano tarčo nanesli 
bakteriofag brez inserta. 
Slika 4: Vezava posameznih bakteriofagnih klonov iz knjižnice Ph.D.-12TM na tarčna 
poliklonska aPT. Grafični prikaz absorbanc, izmerjene pri 450 nm pri presejalnem testu ELISA. 
Modri stolpci prikazujejo vezavo fagov na tarčna aPT, zeleni stolpci prikazujejo vezavo fagov 
na ozadje (BSA). Za negativno kontrolo (NK)  smo na imobilizirano tarčo nanesli bakteriofag 
brez inserta. 
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nadaljnjega raziskovanja. Na podlagi rezultatov pridobljenih s presejalnim testom ELISA smo 
se odločili določiti aminokislinsko zaporedje peptidov, izraženih na naslednjih fagnih klonih. 
Iz bakteriofagnih klonov pridobljenih v selekciji na  monoklonskih protitelesih smo izbrali 
vzorce 1M, 2M, 6M, 7M, 8M, 10M, 11M, 18M, 22M, 24M, 33M in 34M. Iz bakteriofagnih 
klonov pridobljenih v selekciji na poliklonskih protitelesih smo izbrali vzorce 2P, 3P, 8P, 9P, 
15P, 17P, 18P, 22P, 25P, 27P in 29P. 
4.2.  Določitev aminokislinskih zaporedij izbranim bakteriofagnim klonom 
 
Izbrane klone, katerim smo izolirali DNA, smo poslali na sekvenciranje v podjetje GATC 
BioTech. Zaporedje nukleotidov smo prevedli v aminokislinsko zaporedje s pomočjo 
prevajalnega orodja spletne strani ExPasy – translate tool. Slednji omogoča translacijo 
zaporedja nukleotidov DNA v proteinsko sekvenco. Rezultati so zbrani v Tabeli 3. 
Bakteriofagni kloni, ki so izražali enako aminokislinsko zaporedje, so zapisani skupaj. Peptide 
smo poimenovali po naslednjem ključu: Peptid, zaporedna številka, in črka P za peptide, 
pridobljene v selekciji na poliklonskih protitelesih ter črka M za peptide, pridobljene v selekciji 
na monoklonskih protitelesih. 
Tabela 3: Aminokislinsko zaporedje peptidov izraženih na površini izbranih bakteriofagnih 
klonov. 
Izbran peptid AK zaporedje Izbran peptid AK zaporedje 
Peptid 1P 
(kloni 2P, 
17P) 
 
 
V  A  K  H  H  S  R  Y  F  K  S  L 
Peptid 7M 
(kloni 1M, 
7M, 18M) 
 
 
V  V  E  S  P  K  R  A  G  E  A  Y   
 
Peptid 2P 
(kloni 15P, 
18P) 
 
T  E  A  H  V  G  R  G  M  Q  D  D 
Peptid 8M 
(kloni 10M, 
22M) 
 
W  G  P  S  R  S  L  V  D  V  F  R 
Peptid 3P 
(kloni 3P, 
25P)  
 
 
H  V  T  S  I  F  D  W  V  G  S  W 
Peptid 9M 
(kloni 2M, 
11M, 24M) 
 
 
V  Q  S  V  G  S  K  I  K  D  T  P                                
Peptid 4P 
(kloni 9P, 
29P) 
 
I  W  A  T  S  V  M  R  C  V  G  P 
Peptid 10M 
(kloni 6M, 
33M) 
 
T  S  V  R  D  P  V  Y  W  S  L   
Peptid 5P 
(kloni 22P, 
27P) 
 
F  D  D  V  Y  W  R  W  T  Y  T  A 
 Peptid 11M 
(klon 8M) 
 
R  V  H  P  L  E  S  Q  M  I  F  W 
 
Peptid 6P 
(klon 8P) 
 
F  D  H  V  A  W  S  T  V  M  D  S 
Peptid 12M 
(klon 34M) 
 
W  G  P  S  R  S  L  V  D  V  F  R 
 
 
SAROTUP je internetno orodje za detekcijo lažnih peptidov s katerim smo preverili naše 
peptide. Nobeno izmed izoliranih peptidnih zaporedij ni spadalo med poznane netarčne peptide 
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s potrjeno vezavo na ozadje [31]. Netarčni peptidi je izraz, ki opisuje aminokislinska zaporedja, 
ki se pogosto pojavljajo kot rezultat bakteriofagnih selekcij in se vežejo na ozadje ali pa imajo 
propagacijske prednosti pred drugimi kloni. Ravno zaradi tega smo vse izolirana zaporedja 
preverili s prej omenjenim programom in glede na rezultat smo lahko vsa izbrana zaporedja 
vključili v naslednjo stopnjo raziskovanja. 
4.3. Semikvantitativni bakteriofagni test ELISA 
 
Izbrane peptide, izražene na bakteriofagih, smo še dodatno vrednotili in kvantitativno primerjali 
njihovo vezavo na aPT. Na slikah 5 in 6 je z grafičnim prikazom predstavljena stopnja vezave 
izbranih peptidov z določenim aminokislinskim zaporedjem na tarčna protitelesa izmerjena kot 
absorbanca pri 450 nm. Na sliki 5 je prikazana vezava bakteriofagnih klonov izbranih v selekciji 
na monoklonskih protitelesih, na sliki 6 pa vezava bakteriofagnih klonov izbranih v selekciji na 
poliklonskih protitelesih. 
 
Slika 5: Semikvantitativni bakteriofagni test ELISA. Na imobilizirano tarčo smo nanesli 5 x 
109 pfu/vdolbinico bakteriofagnih klonov v 0,1 % PBST, ki so izražali izbrane peptide. 
Bakteriofagnim klonom, ki so izražali enako aminokislinsko zaporedje smo izbrali le en klon 
po svoji želji. Bakteriofagne klone smo izbrali glede na rezultate presejalnega bakteriofagnega 
testa ELISA po končani 3. selekcijski stopnji. Zeleni stolpci prikazujejo vezavo na tarčna 
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protitelesa proti protrombinu (aPT), modri stolpci pa prikazujejo vezavo na ozadje (BSA). Za 
negativno kontrolo (NK) smo na imobilizirano tarčo nanesli bakteriofag brez inserta. 
Izolirane peptide z določenimi zaporedji smo razvrstili po avidnosti vezave na aPT.   
Slika 5 prikazuje vezavo izoliranih peptidov po selekciji z monoklonskimi protitelesi izmerjeno 
z semikvantitativnim bakteriofagnim ELISA testom. Najvišji signali so bili izmerjeni pri 
peptidih, ki izkazujejo skupen motiv SV-X-SLV-XX-F:  VQSVGSKIKDTP, 
VVESPKARGEAY in WGPSRSLVDVRF. Medtem ko so bile interakcije ostalih peptidov s 
protitelesi manjše in posledično izmerjene absorbance nižje. 
 
 
Slika 6: Semikvantitativni bakteriofagni test  ELISA. Na imobilizirano tarčo smo nanesli 5 x 
109 pfu/vdolbinico bakteriofagnih klonov v 0,1 % PBST, ki so izražali izbrane peptide. 
Bakteriofagnim klonom, ki so izražali enako aminokislinsko zaporedje smo izbrali le en klon 
po svoji želji. Bakteriofagne klone smo izbrali glede na rezultate presejalnega bakteriofagnega 
testa ELISA po končani 3. selekcijski stopnji. Zeleni stolpci prikazujejo vezavo na tarčna 
protitelesa proti protrombinu (aPT), modri stolpci pa prikazujejo vezavo na ozadje (BSA). Za 
negativno kontrolo (NK) smo na imobilizirano tarčo nanesli bakteriofag brez inserta. 
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Slika 6 prikazuje vezavo izoliranih peptidov po selekciji z poliklonskimi protitelesi izmerjeno 
z semikvantitativnim bakteriofagnim ELISA testom. Najvišje signale smo izmerili pri peptidih, 
ki izkazujejo skupen motiv FD-X-V-X-W in S(T)VM: HVTSIFDWVGSW, 
FDHVAWSTVMDS in IWATSVMRDWVGP. Interakcije ostalih peptidov pa so bile precej 
nižje. 
4.4. Analiza izoliranih peptidov 
 
V nadaljevanju smo izbrane peptide med seboj primerjali in preverili obstoj morebitnih skupnih 
motivov.  
Tabela 4: Zaporedja izbranih peptidov, pridobljenih v selekciji na poliklonskih protitelesih 
Izbrani peptid AK zaporedje 
Peptid 1P V A K H H S R Y F K S L 
Peptid 2P T E A H V G R G M Q D D 
Peptid 3P  
      H V T S I F D W V G S W 
Peptid 4P  
                      I W A T S V M R C V G P 
Peptid 5P  
                F D D V Y W R W T Y T A 
Peptid 6P  
                F D H V A W S T  V M D S 
 
Med izbranimi 6 peptidi, pridobljenih iz selekcije s poliklonskimi protitelesi, smo lahko določili 
2 ponavljajoča motiva: S/TVM in FD-X-V. V tabeli 4 smo z zeleno barvo označili tiste AK, ki 
so skupne večim peptidom in jih najdemo na enakih mestih ter določajo motiv. V obeh motivih 
zasledimo valin (V), hidrofobno nepolarno AK, ki je za človeško telo esencialna. V prvem 
motivu prvo zasledimo AK treonin (T), ki zaradi alkoholne stranske verige spada med polarne 
AK. Je ena izmed redkih AK, ki ima v svoji stranski verigi kiralni center zaradi česar so možni 
štirje stereoizomeri. Ob njej najdemo serin (S), polarna AK zaradi hidroksilne stranske skupine, 
ki se lahko odstrani. Zato je serin velikokrat donor vodikovih atomov v encimskih reakcijah. 
Sledita AK valin in metionin (M). Metionin je esencialna α-amino kislina, ki ima S-metil 
tioetersko stransko skupino zaradi katere spada med nepolarne, alifatske AK.V drugem motivu 
najprej vidimo AK fenilalanin (F), je nepolarna AK, prekurzor za različne snovi v človeškem 
telesu, kot je tirozin, noradrenalin in kožni pigment melanin. Ob njej je asparaginska kislina 
oziroma aspartat (D), negativno nabita AK, ki ima pomembno vlogo pri sintezi drugih AK in 
ciklu uree. Z razmikom ene AK zasledimo valin.  
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Z rumeno barvo smo označili tiste AK, ki so na enakih mestih, vendar niso med seboj 
popolnoma enake, ampak vseeno predstavljajo motive. Med peptidi 1P, 2P in 3P lahko 
zasledimo manj izrazit motiv H-V-S/T-R. 
Zaporedje AK, ki ga zasledimo v motivih 3P, 5P ter 6P, se delno ujemajo s motivi, ki so se 
pojavili pri predhodnih selekcijah na poliklonskih protitelesih, kot je prikazano v tabeli 6         
[33, 34, 35]. 
V tabeli 5 so predstavljeni izbrani peptidi, pridobljeni pri selekciji na monoklonskih 
protitelesih, katerim smo enako kot pri poliklonskih protitelesih poiskali skupen motiv. 
Tabela 5: Zaporedja izbranih peptidov, pridobljenih v selekciji na monoklonskih protitelesih. 
Izbran peptid AK zaporedja 
Peptid 7M  
 
                 V V E S P K R A G E A Y  
 
Peptid 8M  
                 R V H S L E S Q M I F W 
 
Peptid 9M  
                   V   S L G S K I K D T P                                
Peptid 10M   
               T S V R S L V Y S W L   
Peptid 11M  
               A S R D S V L R V F W P T 
 
Peptid 12 M  
             W G P S R S L V D V F R 
 
 
Med izbranimi 6 peptidi, pridobljenimi iz bakteriofagnih klonov  pridobljenih po selekciji z 
monoklonskimi protitelesi, smo lahko določili dva ponavljajoča se motiva: S-XX-SL/V ter V-
X-SL. Z modro barvo smo označili tiste AK, ki določajo motiv in so popolnoma enake ter jih 
najdemo na enakih mestih. V obeh motivih lahko zasledimo AK valin (V) in AK levcin (L), ki 
sta si po lastnostih zelo podobni. Obe AK imata alifatske stranske verige katere omogočajo 
tvorbo hidrofobnih interakcij. AK serin (S), ki jo prav tako zasledimo v obeh motivih, smo že 
opisali.  
Z rumeno barvo smo označili tiste AK, ki so na enakih mestih vendar niso med sabo enake 
temveč sorodne AK, ki imajo podobne kemijske lastnosti. D in E spadata v skupino alkalnih 
oziroma kislih AK. W in F sta AK, ki tvorita hidrofobne interakcije zaradi relativno velikih 
hidrofobnih alifatskih stranskih verig.  H in R sta AK, ki spadata v osnovno skupino AK, saj je 
vsaka stranska skupina osnovna, torej lahko sprejme proton. Obe AK sta hidrofilni torej 
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vodotopni in zaradi tega ju pogosto najdemo na površini globularnih proteinov v vodnih 
raztopinah. 
Motivi, ki so izraženih pri peptidih pridobljenih pri selekciji na monoklonskih protitelesih, se 
ne ujemajo z nobenim od motivov, ki smo jih do sedaj pridobili v selekcijah na poliklonskih 
protitelesih. Seveda je pomembno omeniti, da je peptidov, ki bi nakazovali na mimetike epitopa 
monoklonskih protiteles do sedaj odkritih zelo malo. Za določitev bolj zanesljivega in točnega 
motiva mimetika epitopa, bi bilo potrebno ponoviti selekcijo na monokolnskih protitelesih, 
pridobiti več peptidov in tako bolj natančno določiti motiv, ter jih nato primerjati z motivi, 
pridobljenimi pri selekciji na poliklonskih protitelesih. 
V predhodnih diplomah, v okviru katerih so kartirali epitope poliklonskih protiteles proti 
protrombinu, so odkrili različna peptidna zaporedja, ki so tvorila nekaj ponavljajočih motivov 
(Tabela 6) [33, 34, 35].  
V prvem stolpcu tabele 6 so navedeni bakteriofagni kloni, ki so označeni po ključu Ph.D.-12 je 
bakteriofagna knjižica dodekapeptidov, ki sledi število 3 ali 4, ki pomenita stopnjo selekcije in 
nato še sledijo oznake posameznih peptidov pri čemer S pomeni specifično elucijo, N pa 
nespecifično elucijo. V drugem stolpcu imamo aminokislinska zaporedja, kjer nam temno siva 
barva označuje iste aminokisline, svetlo siva pa po lastnosti podobne aminokisline. Rdeče, 
modro ter vijolično obarvani kloni so zbrani v predhodnih poizkusih [33, 34, 35]. Zeleno 
obarvani kloni so zbrani v naših poizkusih. 
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Tabela 6: Zbrana zaporedja peptidov, pridobljena pri selekciji na poliklonskih protitelesih, 
izoliranih iz bolnikov z vensko trombozo z uporabo bakteriofagne knjižnice Ph.D-12TM
 
(Ph.D12-3S)-38;-43; -37; -9; -51      NPLERMLDRPEQ 
(Ph.D12-KAPŠ)-S5      NPLERMLDRPEQ 
(Ph.D12-3S)-2, 28      NALERLLDLQKS 
(Ph.D12-3S)-39; -50;- 12;-7 ;-8; -15; -86      NPMEAFVDSNPL 
(Ph.D12-4)-N20; -S3    GNNPLHVHHDKR 
(Ph.D12-KAPŠ)-S11      NLVENFIDFGPA 
(Ph.D12-3S)-41;-2      NPIENQIAGAQL    
(Ph.D12-KAPŠ)-N5      NAVEDRIAAHSG 
(Ph.D12-4)-N10; -N13; - N4    RVHPLESQMIFQ 
(Ph.D12-3S)-34; -62(Ph.D12-4)-N19       VVESPKRAGEAY 
(Ph.D12-KAPŠ)-PS7   QVNGLGERSQQM 
  
(Ph.D12-3S)-13     ALSVGSKIDTRL 
(Ph.D12-3S)-1; -6; -81     AIGVGSKPLRPD 
(Ph.D12-4)-S14     ALSVGAKTATPR 
(Ph.D12- 3S-JUD)-3   IWATSVMRCVGP 
(Ph.D12-KAPŠ)-P5     VTNVGLKSTAGL 
(Ph.D12-KAPŠ)-P11; -P18     VQSVGSKIKDTP 
(Ph.D12-KAPŠ)-P2; -P9; -P12     KMLVGSKEMVPN 
(Ph.D12-KAPŠ)-P19     KAEVGSKFSVYS 
(Ph.D12-KAPŠ)-P7     HLAVGMKERSIA 
(Ph.D12-KAPŠ)-PS2; -PS10; -PS17     HLGVGAKPLTNS 
(Ph.D12-KAPŠ)-N10     KIDVGHKQMAAA 
 (Ph.D12-4)-N11    SPDSAGLKFNSV 
  
(Ph.D12-KAPŠ)-PS8     GIDDLLGPLHPR 
(Ph.D12-3S-JUD)-2,29      FDDVYWRWTYTA 
(Ph.D12-3S-JUD)-30      FDHVAWSTWMDS 
(Ph.D12-3S-JUD)-25 HVTSIFDWVGSW 
(Ph.D12-3S)-3      GDDVWGSILIRE 
(Ph.D12-3S)-27    GFDDELNLSYLP 
(Ph.D12-3S)-11    GLTDELTIQQVP 
(Ph.D12-3S)-82    GMTEELEWTGDS 
(Ph.D12-KAPŠ)-N2        DVTDAYRRPFFQ 
(Ph.D12-3S) -79; -73, (Ph.D12-4)- N03    GYWERLSVYGVH 
  
(Ph.D12-KAPŠ)-S1   ITTPDWELIARN 
(Ph.D12-3S) -21   ILTPTLTWYESG   
(Ph.D12-3S)-85  NIPSQTLGGSEG 
  
(Ph.D12-3S-JUD)-8, -9,-17   VAKHHSPYFKSL 
(Ph.D12-3S-JUD)-18,-15 TEAHVGPGMQDD 
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V tabeli lahko opazimo delno ujemanje med peptidnimi zaporedji, ki smo jih odkrili v okviru 
te naloge ter peptidnimi zaporedji, pridobljenimi v predhodnih magistrskih nalogah. Kot smo 
že omenili, opazimo delno ujemanje s tretjim motivov, ki se ponavlja tudi v drugih treh 
magistrskih nalogah [33, 34, 35]. V vseh predhodnih nalogah so uporabili poliklonska 
protitelesa izolirana iz bolnikov z antifosfolipidnim sindromom, pri čemer so se bolniki 
razlikovali glede na klinične znake. Tekom različnih selekcij na poliklonskih protitelesih smo 
prišli do zaporedij, pri katerih prihaja do delnega prekrivanja, pri nekaterih se včasih pojavi 
celo identično zaporedje. Veliko zaporedij skupaj pa nam vedno bolj jasno razkrivajo motiv, ki 
predstavlja mimetik epitopa. 
Ob primerjavi motivov pridobljenih v selekciji na poliklonskih protitelesih, naše selekcije in 
predhodnik selekcijah [33, 34, 35], z motivi pridobljenih v selekciji na monoklonskih 
protitelesih ne opazimo ujemanja. Neujemanje med motivi pridobljenimi pri selekciji na 
monoklonskih in poliklonskih protitelesih nam nakazuje na to, da le ti oponašajo različne 
epitope. Razlog za to se verjetno nahaja v samih monoklonskih protitelesih, katere smo pri 
raziskovanju uporabili, saj so ta mišja protitelesa pridobljena s tehnologijo hibridoma. Problem 
pri uporabi monoklonskih protiteles je npr. nizka afiniteta vezave antigena, prav tako pa 
posamezne vrste monoklonskih protiteles težje aktivirajo komplement ali pa povzročijo in vitro 
aglutacijo antigenov. [42] Med samim postopkom imunizacije, z dodajanjem adjuvansov pride 
do stimulacije naravne imunosti celic, je verjetno prišlo do prevlade odziva na nek drug epitop. 
Razlog, da se do sedaj izrazito ujemanje med motivi pridobljenih v selekciji na poliklonskih 
protitelesih in motivih pridobljenimi v selekciji na monoklonskih protitelesih ni pokazalo, bi 
lahko bila ta prevlada na drug epitop. Vendar bi bilo potrebno pridobiti več peptidov z 
avidnostjo do paratopov monoklonskih protiteles in ponoviti selekcije (tudi z drugačnimi 
pogoji), da bi z večjo gotovostjo pokazali, da med epitopi poliklonskih in monoklonskih 
protiteles ni prekrivanja. 
4.5. Prileganje aminokislinskih zaporedij na kristalno obliko protrombina 
 
Protrombin  v fizioloških pogojih obstaja v zviti in nezviti konformaciji, ki sta med seboj v 
ravnotežju [36]. S pomočjo algoritma PepSurf (dostopen na http://pepitope.tau.ac.il/) smo 
izvedli epitopsko prileganje peptidov na terciarno strukturo protrombina. PepSurf algoritem je 
dostopen na strežniku Pepitope Server [37]. Za prileganje na protrombin smo izbrali le tiste 
peptide, ki so imeli v testu ELISA  največjo vezavo na tarčna aPT. Nato smo iz vsake skupine 
peptidov, ki so sestavljali en motiv izbrali en peptid za prilaganje. Peptide, ki smo izbrali so bili 
35 
 
slednji: HVTSIFDWVGSW in IWATSVMRDWVGP  pridobljena po selekciji na poliklonskih 
aPT ter VQSVGSKIKDTP, VVESPKARGEAY in WGPSRSLVDVRF pridobljena po 
selekciji na monoklonskih aPT. Peptide smo prilegali na kristalne strukture protrombina 
izbranih v Protein Data Bank (PDB). Iz baze PDB smo izbrali protrombin nezvite konformacije 
brez dodatnih ionov z oznako 6BJR, protrombin nezvite konformacije brez kalcijevih ionov z 
oznako 4NZQ, ter protrombin zvite konformacije s kalcijevimi ioni z oznako 4O03. Vse 
strukture kristalnih oblik protrombina imajo določene strukturne mutacije. Algoritem PepSurf 
je naše peptide razvrstil na različna mesta na tridimenzionalni površini protrombina (rezultati 
niso prikazani).  
Peptid VQSVGSKIKDTP se je na obeh nezvitih molekulah protrombina (6BJR in 4NZQ) 
prilegal na domeno serinske proteaze, medtem ko se je na zviti molekuli protrombina (4O03) 
prilegal na domeno »kringle«-2 (K2). Na zviti molekuli protrombina (4O03) se v neposredni 
bližini peptida VQSVGSKIKDTP nahaja peptid VVESPKARGEAY, s katerim si delita 3 
aminokislinske ostanke. Slednji peptid se je s peptidoma WGPSRSLVDVRF in 
HVTSIFDWVGS prilegal na polovico K2, polovico pa na domeno serinske proteaze na nezviti 
molekul 6BJR. Peptida HVTSIFDWVGSW (pridobljen po selekciji na poliklonskih aPT) in 
WGPRSRSLVDVFR (pridobljen po selekciji na monoklonskih aPT)  si na nezviti molekuli 
(6BJR) delita 3 aminokislinske ostanke. Poleg tega pa se del peptida HVTSIFDWVGSW 
nahaja tudi na domeni serinske proteaze. Algoritem je na nezvito molekulo (4NZQ), na domeno 
»kringle«-1 (K1) prilegal peptida IWATSVMRDWVGP in VVESPKARGEAY, ki si med 
seboj delita 4 aminokislinske ostanke. Peptid  WGPSRSLVDVRF  se je na zviti molekuli 
(4O03) prilegal na domeno serinske proteaze, medtem ko se je na nezviti molekuli (4NZQ) 
vezal na domeno K2. 
Algoritem je enake peptide na različne molekulah protrombina predvidel na podobnih mestih. 
Na nezviti molekuli protrombina (4NZQ) je algoritem predvidel obstoj epitopov na K1in K2 
vedno v bližini njunega stika ter na domeni serinske proteaze. Na drugi nezviti obliki molekule 
protrombina (6BJR) je dva epitopa predvidel na K2, enega na stiku domen K2 in serinske 
proteaze, ter enega ki se je v celoti nahajal na domeni serinske proteaze. Na zviti obliki 
molekule protrombina (4O03) je algoritem dva epitopa predvidel na K2, enega pa na domeni 
serinske proteaze.  
Iz rezultatov, ki smo jih dobili smo ugotovili, da je sama predstavitev protrombina zelo 
pomembna za mesto vezave protiteles. Potrebno je omeniti, da slednje prileganje peptidov na 
tridimenzionalno molekulo protrombina ni zelo zanesljivo za potrditev epitopa na protrombinu. 
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Prav tako pa na podlagi prileganja s samo enim algoritmom in na strukturo protrombina, za 
katero ne vemo ali je prava ali ne, ne moremo zagotovo potrditi, da AK zaporedja poliklonskih 
in monoklonskih protiteles na kristalni strukturi protrombina zavzemajo enake ali podobne 
domene. V telesu se verjetno aPT vežejo na obe konformaciji protrombina, nezvito v raztopini 
in zvito v kompleksih, slednja tudi prevladuje v telesu.  
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5. SKLEPI 
 
V okviru diplomske naloge smo dosegli naslednje cilje: 
1. S pomočjo bakteriofagne knjižnice Ph.D-12 smo poiskali mimetike epitopov 
protrombina za izolirana poliklonska in monoklonska aPT, ki so pri tej metodi služila 
kot tarča. 
2. Ovrednotili smo izbrane peptide in tistim, ki so imeli najvišjo izmerjeno vezavo na 
tarčna protitelesa s sekvenciranjem določili aminokislinska zaporedja. 
3. Primerjali smo določena aminokislinska zaporedja peptidov, ki smo jih pridobili po 
selekciji na poliklonskih aPT s peptidi pridobljenimi po selekciji z monoklonskimi aPT. 
Potrdili smo sledeče hipoteze:  
1. Iz bakteriofagne knjižnice smo izolirali  peptide, ki so se vezali na tarčna protitelesa. 
Točnega vezavnega mesta med antigenom in tarčnim protitelesom tekom našega 
raziskovalnega dela nismo uspeli določiti, vendar smo s prileganjem peptidnih mimetikov 
epitopov na tri konformacijsko različne strukture protrombina določili različna potencialna 
epitopska področja. Iz rezultatov, ki smo jih pridobili lahko sklepamo, da se aPT (izolirana iz 
bolnika z vensko trombozo) vežejo na neoepitop, ta pa se izpostavi šele po vezavi protrombina 
na fosfatidilserin.  Zaradi prisotnosti aminokislin serin in valin lahko sklepamo, da so za vezavo 
paratop-epitop pomembne vodikove vezi. Na obeh oblikah protrombina (4NZQ in 6BJR), ki 
imata zvito konformacijo so bili epitopi locirani na domenah K1, K2 ter na serinski proteazi, 
medtem ko se na nezviti konformaciji protrombina (4O03) epitopi nahajajo samo na domeni 
K2 in serinski proteazi. Obstaja možnost, da se pri kompleksu dveh protrombinov, ki sta sicer 
v zviti konformaciji, še vedno ne izpostavijo enaki neoepitopi, kot bi se takrat ko je protrombin 
v kompleksu z fosfatidilserinom in zaradi tega nam natančna lokalizacija epitopa zaenkrat 
predstavlja izziv. V prihodnje bi bilo smiselno narediti klinično študijo, ki bi lahko pokrila večje 
število bolnikov z različnimi kliničnimi zapleti, kjer bi lahko testirali vezavo aPT posameznih 
bolnikov na peptide, ki smo jih pridobili tekom selekcije. Na ta način bi ugotovili povezavo 
motiva ter zapleta bolezni. Z določitvijo najpomembnejših epitopov, bi se omogočil razvoj 
zdravilnih učinkovin, kar bi posledično izboljšalo kvaliteto življenja bolnikov z APS.  
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